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Beschrelbung 

Die Erf indung betrifft variante CD44-Oberflachenproteine, Antikorper gegen die variante Determinante 
dieser Proteine sowie Verfahren zu ihrer Herstellung, auRerdem die DNA Sequenzen, die fur diese varianten 

5 Proteinstucke kodieren, sowie die Verwendung dieser Proteine oderTeile davon und die gegen sie gerlchteten 
Antikorper zur Diagnostik und Therapie von Tumormetastasen. 

Die FShigkeit zu metastasieren bildet die eigentliche lebensbedrohliche Eigenschaft maligner Tumorzel- 
len. Die ursprunglichen Pnmartumorzellen erwerben diese Eigenschaft vermutlich durch eine ganze Serie von 
Veranderungen im Verlauf der Tumorprogression. Als Ergebnis dieses Prozesses losen sich Krebszellvarian- 

10 ten stSndig von der primaren Tumornnasse ab, durchdringen die extrazellulare Matrix und wandern in das lym- 
phatische System oder die Blutzirkulation ein. Oft aneinander kiebend, werden die metastasierenden Tumor- 
zelten im Biut- oder Lymphsystem transportiert, verlassen das Gefd&system an anderen Stellen. um dort In 
Sekundargewebe einzudhngen und Tochtertumoren zu bilden (Ubersichten von Hartetal., 1989; Nicdson, 
1987). Die Bildung von Metastasen erfordert eIne ganze Reihe von Interaktionen der Tumorzeilen mit inter- 

15 zellularer Matrix oder anderen Zellen. Fast alle dieser Interaktionen benotigen Zeiloberflachenkomponenten 
wie z.B. die Rezeptoren fur Matrix und Lamina, oberflachengebundene proteolytische Enzyme, sowie Zellad- 
hasionsmolekule unter EmschtuB solcher, d»e organspezifische Adhasion und damit Organpraferenz der 
Metastasierung bedingen. au&erdem Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorrezeptoren. 

Es ist bekannt, dafi sich die Membra n proteine nichtmetastaslerender und metastasierender Tumorzeilen 

20 des BSp73 RattenTumors unterscheiden, nachgewiesen durch Antikorperreaktlon (Matzku et al., 1983 und 
1989). 

Es wurde nunmehr gef unden, daB die metastasierenden BSp73ASML Tumorzeilen ein Oberflachenpro- 
tein enthalten, das zum Teil einem bekannten an der Lymphozytenadhasion und Zell-Zell und Zell-Matrix Wech- 
selwirkung beteillgten Glykoprotern entspricht (Bezeichnungen des normalen Glykoproteins beim Menschen: 

25 CD44, Hermes-I, bei der Maus: Ppg-I und bei der Ratte: HEBHn). Von diesen bekannten Sequenzen unler- 
scheidet sich das neue variante CD44-Oberflachenproteln jedoch durch einen extrazelluiaren Bereich (EZB) 
von 154 Aminosauren, derzwischen der 220. und der 237. Aminosaure dermenschlichen CD44-Sequenz ein- 
geschoben ist (bzw. 224. und 239. Aminosaure der Maus-Sequenz). Dieses neue Glykoprotein scheint eine 
wichtlge Rdle fur die Zeli/Matrix bzw. Zell/Zellbindung bei der Metastasierung zu besitzen. Herstellung und 

30 Charakterisierung dieses Proteinbereichs (EZB) bilden daher eine der Aufgaben der vorliegenden Erf indung. 
Durch Immunisierung von Mausen mit Membranproteinen, die aus BSp73ASML gewonnen wurden, wurden 
Milz-Zellen erzeugt, die Antikorper gegen den EZB des varianten CD44-Oberflachenproteins bilden. Nach der 
Methode von Kohler (1981) v^jrden diese durch Poiyathylenglykol mit Myelonnzellen verschmolzen, um be- 
standige Kulturen zu erzeugen. Durch Klonierung und Auswahl derjenigen Kulturen, die Antikorper produzie- 

35 ren, die mit BSp73ASML. nicht jedoch mit der nichtmetastasierenden Stannmform BSp73AS reagieren und 
auch nicht mit anderen, mchttumorogenen Rattenzellen. lassen sich gegen den neuen Proteinteii EZB spezi- 
f ische Antikdrper gewlnnen. Fur die weitere Untersuchung wurde ein monoklonaler Antikorper ausgewdhlt,der 
die BSp73ASML Zellen im Immunfluoreszenztest besonders intensiv anfSrbt, der die Bezeichnung erhielt 
mAbl.lASML (mAb monoklonaler Antikorper). 

40 Im Westernblot Test lassen sich in einem Proteinhydrolysat aus BSp73ASML Zellen 4 Proteinbanden mit 

Molekulargewichten von 120.000, 150.000, 180.000 und 200.000 mit mAbl.l.ASML bestimmen, wahrend Ex- 
trakte aus Rattenf ibroblastenzelien und nicht-metastasierenden Rattentumorzellen keine signif ikate Reaktion 
ergeben. Es konnte noch nicht bestimmt werden, ob diese GroBenunterschiede auf einer unterschiedlichen 
ursprunglichen Aminosauresequenz oder auf einer verschieden starken nachtraglichen Proteinmodif ikation 

45 beruhen. In jedem Fall ist das von dem Antikorper erkannte Epitop in alien 4 PnDteinspezies enthalten, nicht 
jedoch in den zur Kontrolle dienenden Proteinen aus den nichtmetastasierenden BSp73AS-Zellen oder aus 
normalen Rattenzellen. 

IsoMerung von cDNA Sequenzen, die fiir den EZB des Oberf lachenproteins kodieren. 

Der monokionale Antikdrper mAbl.lASML wurde verwendet, um die EZB-kodierenden cDNA-Sequenzen 

50 in einer bakteriellen Expressionsbibliolhek zu entdecken. Die Bibliothek wurde mit Hilfe von PolyA+ RNA aus 
BSp73ASML Zellen und dem pEX Vektor System konstruiert (Stanley & Luzio, 1984). Die von den cDNA- 
Sequenzen kodierten Produkte werden als p-Galaktosidase-Fusionsproteine mit Hilfe der Antikorper aufge- 
f unden. Ein so isolierter, fur den monoklonalen Antikorper I.IASML positiver cDNA Klon mit dem Namen pEX34 
tragt ein cDNA Sequenzstiick von 167 Nukleotiden. Dieses cDNA-Stuck wurde nun benutzt um eine grofiere 

55 cDNA Bibliothek im Vektor pSP65, wiederum aus BSp73ASML RNA, durchzumustern. Einer dieser damit iso- 
lierten Klone, pM66, dientedanndazu, mit Hilfe von sogenannter "Primer"- Verlangerung (Starter-Oligonukleo- 
tide) und der Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) den Gesamtlangen cDNA-Klon pMeta-l zu isoiieren. Beweis 
der vollen L^nge wurde erhalten mit Hilfe der Primerverlangerung (3207 Nukleotide). Die Kolinearitat mil einer 
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RNA aus dem BSp73ASML-Tumor wurde dokumentiert durch RNase und SI Schutzanalyse. 

Die Isolierung der cDNAs mit Hilfe der Expression in Bakterien und dem Erkennen durch den Antikorper 
beweist, daS der Antikorper primare Aminosauresequenz im EZB des Oberflaclienproteins erkennL 

5 EZB-kodierende Messenger RNA wird exprimiert In BSp73ASML, aber nicht in BSp73AS-Zelien. 

Drei verschiedene Sequenzproben wurden aus den cDNA Klonen erzeugt, urn spezifische Messenger- 
RNAs durch Hybridisierung nachzuweisen. Die Probe A uberdeckt den cDNA-Bereich, der fur das EZB kodiert 
(Positionen: 941-1108). Die Probe B reprasentiert Sequenzen zwischen den Posit ionen 1403-1572 und Probe 
C tragi Sequenzen vom Anfang bis zur Position 794 aus pMeta-l (Abb.l). Poly A+ RNA der BSp73 Tumorzel- 

10 linien wurde elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe der RNA Transfer hybridisierung analyslert. Vier der 
Zellinten, die nicht metastasieren, enthalten keine RNA, die zur Probe A homolog ist, wahrend RNAs aus den 
metastasierenden Tumorzellen BSp73ASML stark reagieren. Die Probe Aerkennt in dieser RNA-Praparation 
eine heterogene Mischung verschiedener RNArGrd&en zwischen 2,2 und 3,3 kb. und eine gro&ere RNA-Spe- 
zies von 4,9 kb. Die ausschlie&lk:he Expression der vom monoklonalen Antikorper I. lASML erkannten spezi- 

15 fischen Membranproteine in der metastasierenden Tumorzellvariante ist offensichtlich begrundet durch die 
ausschlieUliche Expression der entsprechenden EZB-kodierenden Messenger-RNAs. Offensichtlich kann der 
vollstandige cDNA-Klon pMeta-1 mit 3,2 kb nicht alle Sequenzen dieser RNA-Spezies reprasentieren. Er kann 
nur eine Spezies aus dem heterogenen Gemisch an RNA-Gro&e darstellen. Die Proben B und C ergeben das- 
selbe Hybrid isierungsmusterwie Probe A in der Auftrennungder BSp73ASMLRNA. jedenfalls soweit man bei 

20 der Heterogenit3t feststellen kann, d h. diese RNA-Spezies tragen Sequenzen, die komplementdr zu alien drei 
Proben sind, A, B und C. Im Gegensatz zu Probe A erkennen Probe B und C auch Messenger-RNA-Spezies 
in den nicht-metastasierenden Zellinien. Die RNAGrolien unterscheiden sich aber deutlich vondenen in BSp- 
73ASML, es werden namlich vier klar unterscheidbare Messenger-RNA-Spezies nachgewiesen, mit den Gro- 
&en 1 ,5, 2,0, 2,9 und 4.3 kb. Obwohl diese RNA-Spezies im heterogenen Gemisch der RNAs aus BSp73ASML 

25 versteckt sein kdnnten, ist es doch sicher, daH sie nicht in der selben Menge in der BSp73ASML existieren. 
Entscheidend ist, da& RNA Sequenzen mit Komplementaritatzu Probe A offensichtlich vollkommen abwesend 
sind in den nicht-metastasierenden Zellen. Wir konnen deshalb vorsichtig schlie&en, dad die Sequenzen der 
Proben A, B und C in denselben RNAs im metastasierenden Tumor enthalten sind, und zwar in einer Weise, 
als ob Probe-A-Sequenzen in die B-C-posltiven RNAs hineingespleiBt waren und als ob dieser alternative 

30 SpleiS-Vorgang nur in der metastasierenden Zellmie vorkame. 

Um die Kolinearitat zwischen RNAund cDNAzu beweisen und urn die Verschiedenheitder RNAs zwischen 
den BSp73AS und den BSp73ASML Zdlen zu analysieren, wurden Sl-Nuklease und RNase Schutzanalysen 
durchgef uhrt. Die geschutzten DNA- Oder RNA-Fragmente kQnnen nur kleiner sein als die GesamtlSnge, weil 
die 5 Enden Vektor-Sequenzen enthalten. die nicht mit den RNAs aus den Tumorzellen hybridisieren konnen. 

35 Wir betrachten zuerst den Obergang auf der 3' Seite: den Ubergang von Sequenzen mit Homologie zur Probe 
A nach solchen zur Probe B. Beide Techniken zeigen eine einzige RNA-Spezies in BSp73AS Zellen an, die 
mit den Proben uber einen weiten Bereich kolinear ist. Weiter 5' davon unterschelden sich cDNA- bzw. RNA- 
Probe, die ja RNA-Sequenzen aus BSp73ASML entsprechen, von der RNA aus den BSp73AS-Zellen. Die 
RNAs von BSp73ASML enthalten vor allem Sequenzen, die grddere Fragmente der Proben schutzen. Die 

40 groBten Fragmente entsprechen der vollen Lange der DNA- bzw. RNA-Stucke, die fur die Protektionsanalyse 
angeboten wurden. Auch kleinere Fragmente sind nachweisbar. Da die RNA-Transfer-Hybridisierungen ja ein 
heterogenes Gemisch verschiedener GroRen von RNAs aufgedeckt haben, istes moglich, daR diese kleineren 
geschutzten Fragmente RNA-Spezies anzeigen, die von der cDNAanderswo divergreren, d. h. an Stellen zwi- 
schen dem vorhin nachgewiesenen Diverge nzpunkt und dem 5' Ende der angebotenen Proben. Diese RNA- 

45 Spezies sind ebenso nicht nachweisbar in den BSp73AS-Zellen. 

Betrachten wir nun den Punkt der Divergenz auf der 5'Seite, also den Ubergang von Sequenzen, die mit 
der Probe C hybridisieren, zu denen, die mit der Probe A, also der EBZ-kodierenden Sequenz hybridisieren. 
Die Analyse ergibt entsprechende Resultate fur den 5' Bruchpunkt. RNAs aus BSp73AS Zellen konnen die 
angebotenen Proben nur uber einen kleineren Bereich schutzen. Messenger RNAs aus BSp73ASML Zellen 

50 schutzen langere Fragmente. Sie sind namlich kolinear uber die gesamte Lange der angebotenen Probe. Man 
kann also schlie&en, daR der cDNA Klon pMeta-l Sequenzen reprasentiert, die in den metastasierenden Tu- 
morzellen BSp73ASML ausgepragt werden. Die 3' und 5' Bereiche werden auch in RNAs aus BSp73AS Zellen 
gef unden. Die EZB-kodierenden Sequenzen mit den def inierten Ubergangen, die mit Hilfe dieser oben geschil- 
derten Techniken kartiert werden konnen, zeigen an, dali hier ein alternativer Spleilimechanismus fur die 

55 RNA-Bildung vorliegen mu&. Die 5' und 3' Bruchpunkte der Ubergange zu den EZB-Sequenzen sind in Abb.l 
durch Pfeile markiert. 

Der monoklonale Antikorper I.IASML identif Izlert eine variante Form des Glykoproteins CD44. 

Um strukturelle Informationen uber das Oberflachenprotein zu erhalten, sind alle geklonten cDNAMole- 
kiile sequenziert worden. Die Nukleodid- Sequenz des Gesamtlangen-Klons pMeta-l und die davon abgeleite- 
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ten AminosSuresequenzen sind in Abbildung 2 gezeigt. Der Gesamtlangen-cDNA-Klon uberspannt 3207 Nu- 
kleotide. Der 3' Terminus tr3gt ein PolyA Ende, zwei zusatzliche Polyadenylierungssignale liegen bei den Po- 
sitionen 2288 und 1743. Das erste ATG Kodon folgt einer Konsens-lnitiationssequenz und eroffnet einen Le- 

5 serahmen von 1509 Nukleotiden. entsprechend 503 Anninosauren. WIe man fur ein membranstandiges Protein 
vermuten sollte, sind die ersten 21 Aminosauren hydrophob und stellen ein Signal peptid dar. Kein Tell dieser 
Sequenzen ist bisher in den Datenbasen zu finden. Wir fanden jedoch Sequenzhomologie zu kurzlich publi- 
zierten Dalen uber den LymphozytenHomlng-Rezeptor CD44 {bzw. Pgp-i) (Idzerda et al., 1989; Goldstein et 
al.. 1989; Stamenkovic et al.. 1989; Nottenburg et al., 1989; Zhou etal.. 1989). Die Honrwlogien sind strikt be- 

10 schrankt auf die 5' und 3' Telle der cDNA mit EinschluB nicht-translatlerter Regionen und sie enden an den 
schon oben erwahnten Punkten der Divergenz zwischen den BSp73AS- und den BSp73ASML RNA-Sequen- 
zen. Die gesamte Stecke zwischen den DIverenzpunkten (in der Abbildung 2 durch Farbmarkierung gekenn- 
zeichnet), also die ganze Strecke der metastasen-spezif ischen EZB-kodierenden Sequenz, ist nicht reprasen- 
tiert in den Pgpl- oder CD44- Sequenzen. Das metastasen-spezif ische Glykoprotein reprasentiert offensicht- 

15 lich eine Variante der CD44 Glykoprotelne. Es trSgt nSmlich eine zusStzliche extrazellulSre DomSne von 156 
Aminosauren und somit einen expandierten extrazellularen Bereich von 410 Aminosauren (abziiglich 21 Ami- 
nosauren Signalpeptid), gegenuber 270 Aminosauren (ebenfalls abzuglich Signalpeptid) des unveranderten 
CD44 Glykoproteins. In den nicht-metastasierenden BSp73AS-Zellen jedoch werden die unveranderten For- 
men dieser CD44-Familie nachgewiesen. cDNA-Sequenzen dieser BSp73AS-RNAs sind ebenfalls kloniert 

20 worden und die identitSt mit den metastasen-spezif Ischen Klonen au&erhalb der Extradomane Ist nachgewie- 
sen. 

Die Expression der variante n CD44 Ist korreliert mit dem metastat ischen Potential 

Um zu uberprufen, ob die Expression der varianten CD44 Glykoproteine ausnahmslos in den BSp73ASML 
Zellen erfolgt und ob sie in Zusammenhang mit dem metastat ischen Potential dieser Zellen oder dem meta- 

25 statlschen Potential im allgemeinen steht. studierten wir eine andere Serie isogener Rattentumorzeliinien, 
namlich die Tumorzellinien des Mammakarzlnom-Systems 13762 NF (Neri et al.. 1982). Hier verglichen wir 
Zellinien, die vom parentalen Tumor hergeleitetwurden, namlich die MTPa. MTC, MTF7 und MTA- Zellen (Grup- 
pe 1), mit Zellinien, die aus Lymphknoten oder Lungenmetastasen etabliert wurden, namlich MTLy, MTLn2. 
MTLn3 (Gruppe 2). Die Gruppe 1-Zelten exprimieren im wesentlichen das normale CD44 Muster, ahnlich dem 

30 der RNAs aus den BSp73AS Zellen, wenn man mit Probe B hybridisiert. Mit Probe A dagegen wird eine gerin- 
gere Menge einer diffusen RNA Bande nachgewiesen, die etwa die Gro&e 2,5 kb hat Die Gruppe 2-Zellen 
andererseits zeigen ein vdllig verschiedenes RNA Muster. Beide Proben Aund B hybridisieren mit grd&eren 
RNASpezies. Die GroRen ahnein denen, die in BSp7 3 ASML nachgewiesen werden. Die Ahnlichkeit wird auch 
dokumentiert durch RNAse und SI Schutzanalysen. Aufgrund dieser Daten schlieften wir, daB eine VerSnde- 

35 rung im SpleiRmuster der RNA und die Expression von variantem CD44 mit der Entstehung von Metastasen 
korreliert ist und daB das erworbene Muster in diesen metastasierenden Mammakarzinomzellen sehr denen 
entsprk:ht, die wir oben schon fur die metastasierende BSp73ASMLZellinie kennengelernt haben. Die hoch- 
molekularen, durch den Antikorpererkannten Proteine entsprechen den beiden hochmolekularen Spezies an 
Proteinen, die in den BSp73ASML Extrakten nachgewiesen wurden. In dieser Mammatumorserie entdecken 

40 wir also ebenso eine metastasenspezifische Expression von RNA-Speztes und von hochmolekularen Protei- 
nen. DaB in der Gruppe 1, also den sogenannten parentalen Zellinien uberhaupt RNAs gefunden werden. die 
mit der Probe A, also der EBZ kodlerenden Sequenz hybridisieren und daB wir auch eine schwache Farbung 
eines Proteins von 100.000 Dattons mitdem Antikorpersehen kdnnen.fuhren wir darauf zuriiCk, daB die Grup- 
pe 1-Zellen auch geringe Metastasierungsfahlgkelt besitzen, ganz im Gegensatz zu unserer ursprunglichen 

45 Tumorzellinie BSp73AS, die uberhaupt kein Metastasierungsverhalten zeigt. 

Der monoklonale Antikorper I.IASML hemmt lAetastasenbildung in der Ratta 
In einer Serie von Versuchen zur Metastasenbildung der Tumorzellinie BSp73ASMLin isogenen Ratten 
wurden Zellen subkutan injiziert und zu verschiedenen Zeiten der monoklonale Antikorper I.IASML intraperi- 
toneal in AbstSnden von zwei bis dret Tagen vor und nach der Tunrrargabe gespritzt. Im Rahmen dieses immu- 

50 nologischen Protokotis wurde auch bestimmt, wie die Immunantwort der Ratte gegenuber dem injizierten An- 
tikorper stattgefunden hat. Es entstehen namlich Antimaus-lmmunglobuhnantikdrper, sowieauch Antikltotyp- 
Antikorper. Das Ergebnis dieser Serie von Versuchen ist, daB das Anwachsen und die Metastasierung des 
Tumors durch Injektion von I.IASML stark verzogert wird. Diese Verzogerung laBt in ihrer Kinetik den SchluB 
zu, daB der Antikorper mit einem primaren ProzeB der Metastasierung interferiert. Der Versuch zeigt uns, daB 

55 die vom Antikorper erkannte Proteinstrukturan der Oberflache der metastasierenden Zellen eine Rolle in dem 
MetastasierungsprozeB hat und daB therapeut ische und diagnost ische PISne realisttsch sind. 

Isolierung der homologen menschlichen Sequenz zum EBZ kodierenden Sequenzteil der Ratten- 
cDNA. 

FurmenschlicheTumorzellen in Kultur bestehtnaturlich nicht oh ne weiteresdie Moglichkeit. entsprechend 

4 



EP0 531 300 B1 



den Rattensystemen, nachzuweisen, ob sie auch noch metastasierende Eigenschaften beibehalten. Experi- 
mente mit immundefizienten Mausen ermoglichen nursenreingeschrinkt Aussagen uber das Metastasenpo- 
tential beim Menschen. Deshalb mussten relativ viele Tumorzellinien. die zu lange zuruckl legend en Zeitpunk- 

5 ten irgendwo auf der Welt in Kultur genommen worden sind. durchgetestet werden, ob sie die Sequenzen 
exprimieren, die wir fur die Rattenmetastasen nachweisen konnten. Es ist gelungen, eine solche Tumorzellinie 
zu f inden. Sie entstammt einem groBzelligen Lungenkarzinom des Menschen und tragt die Nummer LCLC97. 
In dieser Tumorzellinie lessen sich drel definierte RNA-Spezies nachweisen (Grdlten: 5,5; 3,4 und 2,8 kb), die 
sich ganz entsprechend den RNAs verhalten. die in den metastasierenden Tumorzellinien der Ratte nachweis- 

10 bar sind. Sie hybridisieren namlich sowohl mit der Probe A als auch mIt den Proben B und C, d.h. daft auch 
diese menschlichen RNA Spezies uber weite Bereiche zur cDNA pMeta-l identisch sind (85%). 

Der monoklonale AntlKorper UASML reagierte allerdings nicht mit dieser Tumorzeile, d.h. das von dem 
AntikSrper erkannte Stuck Protein muB sich im Bereich der Antigendeterminante von den Proteinen unter- 
scheiden, die auf der Oberflache der menschlichen Tumorzeile existieren. Fiir die Nichtreaktivitat reichen 

15 schon geringste Abweichungen aufgrund der hohen Spezif itat der AntikSrper. Die menschliche Tumorzeile 
LCLC97 diente nun dazu, eine cDNA-Bibltothek zu konstruieren. Aufgrund der hoher Ubereinstimmung zwi- 
schen den Ratten- und Menschsequenzen konnte ein cDNAKIon isoliert werden, der Homologie zur Probe A 
zeigte. Die menschilcnecDNAwurde sequenziert. In der Abbildung 3 (a,b) ist die Primarsequenz und die davon 
abgeleltete Aminosauresequenz gezeigt. Man kann erkennen, da& uber groRe Bereiche weitgehende Identitat 

20 zwischen der Ratten- und der menschlichen Sequenz existiert. Diese menschliche Sequenz, sowie auch die 
davon abgeleltete Aminosauresequenz ist ebenfalls Gegenstand dieser Patentschrift. 

Ausfuhrungsbeispiele: 

25 Zellen und Antikdrper: 

Folgende klonlerte Bsp Zellinien wurden fiir die Untersuchung eingesetzt: BSp73 14ASML-1 und 10AS- 
7 und in Kultur gehalten wie beschrieben bei Matzku et al., (1983); aufierdem die bei Neri et al.. (1982) be- 
schriebenen Mammakarzinomzellinien Monoklonale Antikorper gegen BSp73ASMLMembranproteine wurden 

30 durch Immunisierung von Balbc Mausen hergestellL Nach Isolierung der Milzzellen einer immunisierten Maus 
wurden diese fusioniert mit AgS Myelomzellen zur Immortal isierung nach der Methode zur Herstellung mono- 
klonaler Antikorper von Kohler (1981). Die dann erhaltenen Hybridomzellen wurden einem Screeningverfahren 
unterzogen, um solche herauszufinden, die speziflsch Antikorper gegen BSp73ASML produzieren, nicht aber 
gegen BSp73AS und nor male Rattenfibroblasten-Zellen. Diegenaue Vorgehensweise ist beschrieben, ebenso 

35 wie bei Matzku et al.. (1989). 

Monoklonale Antikorper (mAk) produzierende Hybridomzellen mit der entsprechenden Spezif itat wurden 
expandiert in der Gewebekultur und die in das Medium abgegebenen mAk durch Ammoniumsulfatfallung und 
Saulenchromatographie (Protein A-Sepharose und MonoQ) stark angereichert und in dieser Form fiir die Un- 
tersuchungen eingesetzt. Einer davon ist mAkl.lASML 

40 

Immunfluoreszenz: 

Zur Darstellung das varianten CD44 Molekuls auf verschiedenen Tumorzellen wurden diese in Kultur ge- 
nommen, dann mit phosphatgepufferter KochsalzlSsung (PBS) gewaschen und mit I.IASMLfiir 30 MInuten bei 
45 4o C inkubierL Als sekundarer Antikorper zum Nachwels der Bindung wurde ein Rhodamin-gekoppeltes Ka- 
ninchen Anti-Maus IgG eingesetzt und im Fluoreszenzmikroskop dargestellt. 

Konstruktion der cDNA Expresslonsbibliotheken und Immunoscreening 

50 PolyA+ RNAaus BSp73ASML Zellen wurde mit Oligo (dT) und Hexanukleotiden unterschiedlicherZusam- 

mensetzung "geprimt" und mit reverser Transkriptase aus AMV der erste Strang der cDNA synthetlsiert. Der 
zweite Strang der cDNA wurde mit E.coli DNAPolymerasel, RNaseH und E.coli Ligase hergestellt und anschlie- 
Rend die doppelstrangige cDNA mit T4DNA Polymerase an den Enden begradingt. Die Vektoren pEX1,2 und 
3 (Stanley und Luzio, 1984), die die Fusionierung der cDNA in 3 verschiedenen Leserastern ermoglicht, wur- 

55 den mit Smal Restriktionsendonuklease aufgeschnitten und mit der cDNA ligiert (14 DNA Ligase). Kompente- 
nte E.coli DH5 (pCI857) Bakterien, die einen temperaturempf indlichen Repressor produzieren, werden mit den 
pEX-cDNAKonstrukten transfiziert und auf Nylonfiltern kultiviert. Das Gen fur den temperaturempf indlichen 
Repressor RCI857 liegt auf dem Plasmid pCI857, das kompatibel ist mit den pEX Plasmiden. Bel 28°C ist der 
IP R Promoter, der die Synthese der Fusionsproteine steuert. abschaltet. Durch Temperaturerhohung auf 42"C 

5 
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wird der CI Repressor inaktiviert und die Synthese von p-Galaktosidase/ASML Fusionsproteinen massiv in 
Gang gesetzt. Die hitze-induzierten Bakterienkolonien werden anschlieBend mit Chloroformdampf denaturiert 
auf den Filtern und diese dann in PBS inkubiert, das 3% Trockenmilchpuiver, Lysozym und DNase enthalt. 

5 Die an das Nytonf ilter fixierten bakteriellen Fusionsproteine werden jetzt mit mAkl.lASML inkubiert und nach 
Auswaschen von unspezifisch gebundenem mAk, zum Nachweis der Bindung als sekundarer Antikorper 125J 
markierter Kaninchen Anti-Maus IgG eIngesetzL Mach Autoradiographie wurden positive Klone aus dem ori- 
ginalen Bakterienfllterisoliertund weitergehend analysiert. Ein Klon.derein Fusionsprotein synthetislerte, das 
mitl.lASMLspezifisch reagierte, war pEX34. Das in dem Bakterienklon enthaltene pEX Plasmid tragt 167 Nu- 

10 kleotide cDNA, die u.a, fur das Epitop (bzw. die Antigendeterminante) kodieren, dessen Spezif itat mAKt.lASML 
tragt. 

Die Isolierung der Gesamtlangen cDNAmMeta-l erfolgte dann nach Standardmelhoden. 
immunisierung der Ratten mit mAki.lASML 

15 

BDXRatten, die syngen sind zu den BSp73 Tumorzellen, wurde subkutan bzw. intraperitoneal mAki.lASML 
(gekoppelt an Keyhole Limpet Haemocyanine) injiziert, zusammen mit komplettem Freunds Adjuvant. Die er- 
ste Injektion erfolgte 10, 7 und 3 Tage vor der Injektton der BSpASML Zellen (in das Fu&fettpolster), die fol- 
genden dann 3, 7, 11 , 14 und 21 Tage danach. Nach 28 Tagen werden die Ratten getotet, die verschiedenen 
20 Lymphknoten prapariert und gewogen und makroskopisch sichtbare Lunge nmetastasen gezahlt. 

Zusammenhang wischen der Expression von varianten CD44 Oberf lachenproteinen und metastati- 
schem Potential 

25 Um festzustellen, ob die Expresskin von varianten CD44 Glucoproteinen lediglich eine Eigenschaft der 

untersucnten BSp73ASMLZellinie ist, oder ob die Expression mit dem metastatischen Potential in Zusammen- 
hang gebracht werden kann, wurde eine andere Serie von Rattentumorzellinien, die sich von dem 13762NF- 
Mammacarzinom ableitet (Neri et al, 1982) untersucht. Ferner wurden Zeilinien, die sich vom Primar-Tumoren 
ableiten (MTPa, MTC, MTF7 und MTA(Gruppe 1)) mit Zeilinien verglichen. die sich von Lymphknoten- und 

30 Lunge nmetastasen ableiten (MTLy, MTLn2, MTLn3 (Gruppe 2)). Das Muster der von CD44 abgleiteten RNA 
ist in Figur 4 wiedergegeben. wobei Probe A, B und D den auf Seite 4 der Anmeldung sowie der Abbildung 1 
beschriebenen Proben entsprechen. Zellen der Gruppe 1 zeigen alle ein normales CD44-Muster mit Probe B. 
Zellen der Gruppe 2 dagegen zeigen ein davon unterscniedliches Muster. Die RNA ist groBer als die RNA der 
Gruppe 1 und entspricnt der RNA von BSp73ASML. Kleinere RNAs gehen verloren bei der Hybridisierung mit 

35 Probe D Das ubrige Muster zeigt die Ahnlichkeit zwischen den beiden Rattentumorsystemen. 

Auch mit der Probe Aentspricht das RNA-Muster der Gruppe 2 dem von BSp73ASML. Wahrend Probe A 
mit RNA aus BSp73AS nicht hybridisiert, zeigt sich eine kleine diffuse RNA-Bande von ungefahr 2,5 kb bei 
Zellen der Gruppe 1. RNase und SI Nuklease Schutzanalyse zeigen ebenfaltsdie strukturelle Ahnlichkeit. Aus 
diesen Ergebnissen scheint ein Wechsel in dem Spaltungsmuster und der Expressfon von varianten CD44 

40 RNAs mit der Bildung von Metastasen aufzutreten. 

Ubertrag u ng des metastatischen Potentials auf nicht nr>etastasierende BSp73AS-Zellen durch Uberexpres- 
sion von p Meta-I . 

45 Der Zusammenhang der Expression von varianten CD44 Spezies mit dem metastatischen Potential in zwei 

Serien von Rattentumoren weist auf eine kausale Rolle dieser Glycoproteine im metastatischen ProzeB hin. 
Um diese zu untersuchen, wurde p-Meta-1 in BSp73AS-Zellen ubertragen und untersucht, ob sich dadurch das 
Verhalten der Zellen andert Die komplette kodierende Region des pMeta-l (Fig. 2) wurde unterhalb des SV40- 
Promotors eingefiigt und dieses Gebilde (Diagramm in Figur 5) zusammen mit PSV2neo in BSp73AS-Zellen 

50 eingefubrt. Einzelne G418-resistente und pMeta-l-exprimierende Kolonien wurden erhalten. Das RNA-Muster 
von 2 dieser Kolonien ist in Figur 5 wiedergegeben. Die Hyridisierung der varianten CD44 spezlfischen Probe 
A zeigt ein dominantes Transkript von ungefahr 2.2 kb, welches in der GroSe der kleinsten hauf igen RNA, wel- 
che in BSp73ASML-Zellen transkribiert wird, entspricht (Figur 5). Die transfizierten Zellen enthalten jedoch 
ungefahr 10 mal soviet dieser RNA wie BSp73ASML. 

55 Andere GroRenordnungen werden in einer der transfizierten Zellen (BSp73AS-pSVMetal-14) beobachtet, 

was von dem Ort der Plasmid-lntegration abhangig sein konnte. Ein pSV2neo Simutationsut>ertragungsklon 
(nicht wiedergegeben) und die BSp73AS-Empfangerzellen enthalten keine RNA, die komplementar zu Probe 
A ist. Um die endogenen normalen CD44-Transkhptionen (ohne die Extradomane des pSVMeta-l) in den 
Transfekten zu entdecken. wurde das Filter gestripl und mil Probe D rehybridisiert. Dieser Teil der nicht iiber- 
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setzten 3' Sequenz ist in dem Expressionsklon nicht enthalten (vgl. Figur 5). Probe D weist zwei 
Haupttranskripte von 2,9 und 4,9 kb in der RNA der beiden Transfekte nach (Figur 5, rechte Spalte) sowohl in 
der Kontrolle BSp73AS ais auch in der nicht abgebildeten BSp73ASpSVneo. 

5 Ungefahre Quantifizierungen der verschiedenen iibereinstimmenden Hybridisierungen zeigen, dali die 

Transfekte ungefahr 5 x soviel von den varianten CD44 RNAs exprimieren, welche durch das 
Expressionsplasmid transkribiert sind, wie die endogenen Gentranskripte. 

Die Gberexprimierte cDNA wird m ein Protein Obersetzt. Die beiden Transfekte, die in Figur 5 dargestellt 
sind, synthetisieren niAbl.lASML-immunfarbbare Proteine der gleichen scheinDaren GroRe, namlich ein 

10 Hauptprodukt von 150 kDa und eine schwachere Bande bei 1 00 kDa Da die cDNA-Sequenz ein primares Pro- 
teinprodukt von nur 503 Aminosauren kooiert (entspricht ca. 60.000 Dalton), mussen alle sichtbaren Banden 
modifizierte Formen darstellen. Die 150 kDa-Bande lauft zusanDmen mit einer der modifizierten Fornnen von 
varianter CD44, welche m der metastasierenden Z^le BSp73ASML exprimiert wird. BSp73AS Oder simulati- 
onsObertragene BSp73ASpSVneoZellen besitzen dieses Protein nicht. Wie in BSp73ASML-Zellen ist das Epi- 

15 top der von den Transfekte exprimierten Zellen an der Zelloberflache freiliegend. 

Urn zu beweisen, daS die Expression von varianter CD44 ausreicht, urn BSp73AS-Zellen ein metastati- 
sches Potential zu verleihen, wurden Transfekte in syngene BDX-Ratten (spontanes Metastase-Protokoll) in- 
jlziert In fruheren Experlmenten bretteten sich vom Ortder Injektion metastatischeTumorzellen BSp73ASML 
schnell aus und waren ungefahr 10 Tage nach der Injektion vollstandig verteilt (Matzku, 1984). Alle lokalen 

20 Tumore wurden daher durch Amputationen am 10. Tag entfernt Alle Trdger von BSp73ASML-Zellen und alle 
Tiere, die mit einem der uberexprimierenden Transfekte injiziert waren, entwickellen Lungenmetastasen (Ta- 
belle 1). Der Verlauf der Metastasenbildung war vergleichbar schnell, innerhalb von 5 - 8 Wochen nach der 
Injektion. Tiere, die BSp73AS-Zellen Oder Simulationstransfekte erhalten hatten, waren nach dieser Zeit voll- 
standig gesund (au&er durch die Amputation) und auch nach 5 Monaten konnten keine Metastasen festgestellt 

25 werden. 

Trotz einer uberraschenden Ahnlichkeit in der starken Metastasebiidung gibt es einige interessante Un- 
terschiede. 

BSp73ASML-Zellen erreichen in alien Tieren die Lymphknoten und fuhren zu einer massiven VergroBerung 
verschiedener Knoten im Bereich der Leiste inguinaler und neben der Aorta (Tabelle 1). Ein Transfekt 

30 (BSp73AS-pSVMetal-14) verursacht LymphknotenvergroRerungen in 3 von 8 Tieren, obwohl alle Tiere mul- 
tiple Lungenmetastasen entwickeln (Tabelle 1). Mit dem anderen Transfekt (BSp73AS-pSVMetal-15) ist keine 
Lymphknotenvergro&erung feststellbar. Die Transfekte scheinen daher in der Lage zu sein, in der Lunge Ko- 
lonien zu bilden ohne eine obligatohsche Wachstums phase in den Lymphknoten. 

Das Experimentgemali Tabelle 1 deutetferner auf einen anderen Unterschied zwischen BSp73AS-Trans- 

35 fekten und BSp73ASML hin. Die individuellen Lungenmetastasen sind makroskopisch sichtbar, wahrend die 
von von BSp73ASML klein und zahlreich sind. jedoch entwickeln in einer gro&eren Serie mit BSp73ASML 
(Reberet al., 1990) 11 von 20 Tieren 5 - 20 grd&ere Knoten pro Lunge, als die Transfekte. 

Urn festzustellen, da& die gebildeten Metastasen von den injizierten Transfekte hervorgerufen wurden, 
und urn die unwahrscheinliche M5glichkeit einer spontanen Mutation, welche ein metastatisches Potential 

40 ubertragt, auszuschlielien, wurden die epttop-positiven Proteine in den Gesamtlungenextrakten und in Extrak- 
ten von rekultivierten metastaseerzeugenden Zellen bestimmt. Im gesamten Lungenextrakt sowie in den Ex- 
trakten eines spezifischen Lungenknotens von einem Tier, das BSpAS-pSVMetal-15-Transfekte erhalten hat, 
ist das 150 kDa Glycoprotein nachweisbar. Der G4i8-resistente Stamm exprimiert beim in vitro- Wachstum 
ein Protein desselben scheinbaren Molekular gewichtes. 

45 

DIagnostik und Therapie 



1 , Analyse menschlichen Tumormaterials durch in situ Hybridisierungen mit den vorhandenen menschli- 
chen pMeta-l Sequenzen. Diese Versuche sind als Vorversuche gedacht, bevor ein Ak zur Verfugung 

50 stent, der den menschlichen EZB erkennL 

2 Herstellung von Antikorpern gegen den menschlichen EZB. Klonierung der menschlichen pMetal Se- 
quenzen in bakterielle Expressionsvektoren, so daB Fusionen mit p-Galaktosidase oder Tryptophan E-Pro- 
dukt entstehen. Immunisierung von Kaninchen mit diesen Fusionsproteinen, bzw. mit synthetisierten Pep- 
tiden aus dem EZB (gekoppelt an Tragermolekule). Isolierung der pdyvalenten bzw. monospezifischen 

55 Antikorper. 

Einsatzmdgllchkeiten : 

- Immunhistologische Untersuchungen von klinischem Tumormaterial (Diagnostlk). 

- Nachweis von loslichem EZB im Serum von Patienten mit Hilfe von ELISA-Tests (Diagnostlk). 

- Konstruktion von Toxin-gekoppelten Antikorpern, um mit Hilfe des Antikorpers das Toxin in den Tu- 
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mor/Metastasenbereich zu bringen (Therapie). 

- Konstruktion von Anti korpern mit zwei def inierten Antigenbindungsstellen. Durch diese Doppelspe- 
zifitat soli versucht werden, cytotoxische Reaktionen im Metastasengebiet auszuldsen (z.B. Anti 

5 CD2- Oder CD3-Kopplung) (Therapie), 

3. Produktion von hMeta-l Protein durch Transfektion von menschtichen oder Rattenzellen mit einenn Ex- 
presslonsvektor, der die vollstandige hMeta-l cDNASequenz tragt; bzw. Reinigung aus LCLC97-ZellBn. 
Einsatzmdglichkeiten: 

- Injektion des Proteins oderTeile desselben, um die Gewebe-Blndungsstellen der Tumorzellen zu 
10 block ieren. 

- Nach Charakterisierung der BIndungsstellen ware auch ein Einsatz zur Therapie denkbar, der darin 
berutien konnte, gro&e Mengen von Bindungsprotein zu injizieren, das dann die wander nden Tumor- 
zellen bloclderen wiirde. 
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Tabelie 1 

MetastatiEChe Ausbreitung von 3SpV JAS-Zellen, weiche 
variante CD44 cDNA pMeta-i exprimieren 
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Verteilung bei 
Tumor Clone Lokales Metastatischer Autopsie 
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35 *** 

Die Tabeiie gibt das Stadium 60 Tage nach Injekti 
der angegenenen Zellen wxeder. 

'ln = Lymphknoten 



Patentanspruche 

45 

1. DNA-Fnagment, welches fiir einen Teil eines Oberflachenproteins metastasierenderTumorzellen kodiert, 
wobei dieses DN A- Fragment ausgewahlt ist aus 
a) den Nukleotid-Sequenzen 
...rMeta-l... 

60 
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ATT 


GCA 


ACT 


ACT 


CCA 


TGG 


GTT 
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GCC 


CAC 


ACA 


AAA 


CAG 
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CAG 


GAA 


CGG 
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CAG 
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ACC 
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- GCC TCA GCC CAC AAC 
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CAT 


CCA 


AGT 


CAA 


AGA 


AGT 


ACA 


ACA 


CAG 


AGT 


CAA 


GAG 


GAT 


GTT 
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GAT 


TTC 


TTC 


GAC 
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ATC 


TCA 
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GGA CAA 
und 

hMeta-l... 

AAC CCA AGC CAT TCA AAT CCG GAA GTG CTA CTT CAG ACA ACC 

ACA AGG ATG CAT GAT GTA GAC AGA AAT GGC ACC ACT GCT TAT 

GAA GGA AAC TGG AAC CCA GAA GCA CAC CCT CCC CTC ATT CAC 

CAT GAG CAT CAT GAG GAA GAA GAG ACC CCA CAT TCT ACA AGC 

ACA ATC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT 

ACC CAG AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA 

TAT CGC CAA ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG 

ACA GCT GCA GCC TCA GCT CAT ACC AGC CAT CCA ATG CA 

b) Nukleotid-Sequenzen, welche gegenuber den unter a) genannten DNA-Sequenzen degeneriert sind 
und/oder allele Vahationen darstellen. 

DNA-Fragmente gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB sle Nukleotld-Sequenzen enthalten, 
die miteiner der in Anspruch 1 a) genannten Nukleotid-Sequenz hybridisieren und fiireln vollstandiges 
Oberflachenglykoprotein metastasierender Tumorzellen kodieren. 

DNA-Fragnfient nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da& es mit einer der In Anspruch 1 genannten 
Nukleotidsequenz hybridisiert, welche mindestens 85 % Homologie zum Reaktlonspartner aufwelst. 

Rekombiniertes DNA-Molekul, bestehend aus einer vektoriellen Nukleotidsequenz undelnenn DNA-Frag- 
ment nach Anspruchen 1 . 2, Oder 3. 

Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, daB es ein Expressionsvektor 

ist. 

Transfer mierteWirtszelle, welche ein DNA-Fragment nach Anspruchen 1, 2oder3, oderein rekombinier- 
tes DNA-Molekul nach Anspruchen 4 oder 5 enthalt. 

Pdypeptid, welches durch ein DNA-Fragment nach Anspruch 1 kodiert wird. 

Polypeptid, herstellbar durch ein rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruchen 4 oder 5. welches ein 
DNA-Fragment gemaB Anspruch 1 umfaBt. 
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9. Polypeptid nach Anspriichen 7 und 8, umfassend die Aminosauresequenzen 
...r- Protein... 
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und deren allele Vahationen und Glykosylierungsprodukte. 

1 0. Poly- und monovalente AntikSrper, die mrt einem Epitop eines PolypeptWs nach Anspruchen 7 bis 9 rea- 
30 gleren. 

11. Verwendung eines DNA-Fragments nach Anspruch 1, deren komptementare Strange, Derivate und Teile 
davon zur Identifizierung, Herstellung oder Isolierung einer Nukleotidsequenz Oder Tel len davon. die fur 
einen Tell eines Oberflachenglykoproteins metastasierender Tumorzellen kodieren. 

35 

12. Verwendung eines Antlkorpers nach Anspruch 10 zur Identifizierung, Herstellung Oder Isolierung eines 
Polypeptids nach Anspruchen 7 bis 9. 

13. Mittel zur Diagnose von metastasierenden Tumoren und/oder Metastasen, welches mindestens einen An- 
tikorper nach Anspruch 10 enthalt. 

40 

14. Mittel nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, da& der Antikdrper mit einem Enzym gekoppelt, mit 
einem Farbstoff und/oder mit einem Radioisotop markiert ist. 

15. Antikorper gegen Proteine gemaC Anspruch 7, hergestellt unter Verwendung von DNAgemSfi Anspruch 
45 1 Oder Proteinen gemafi Anspruch 7. 

16. Verwendung von Antlkorpern und Proteinen oderTeilen davon gemaB Anspruchen 15 und 7 zur Herstel- 
lung von Arznei mittel n, welche in der Tumor-Therapie verwendet werden. 

^ 17. Verwendung von Anti korpern gemaK Anspruch 1 5. welche mit cytotoxischen Agenzien gekoppelt sind zur 
Herstellung von Arzneimittein fur die Tumor-Therapie. 



Claims 

1. DNA-fragment which codes for a part of a surface protein of metastasing tumour cells, whereby this DNA- 
fragment is selected from 
a) the nucleotide sequences 
...rMeta-l... 
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b) nucleotide sequences which are degenerated with regard to the DNA sequences mentioned under 
a) and/or represent allele variations. 

40 2. DNA fragments according to claim 1 . characterised in that they contain nucleotide sequences which hy- 
bridise with one of the nucleotide sequences mentioned in claim 1 a) and code for a complete surface 
glycoprotein of metastasing tumour cells. 

3. DNA fragment according to claim 2, characterised in that it hybridises with one of the nucleotide sequenc- 
^ es mentioned in claim 1 which has at least 85% homology with the reaction partner. 

4. Recombined DNA molecule consisting of a vectorial nucleotide sequence and a DNA fragment according 
todaims 1, 2 or 3. 

5. Recombinant DNA molecule according to claim 4, characterised in that it is an expression vector. 

50 

6. Transformed host cell which contains a DNA fragment according to claims 1 , 2 or 3 or a recombined DNA 
molecule according to claims 4 or 5. 

7. Polypeptide which is coded by a DNA fragment according to claim 1 . 

55 

8. Polypeptide producable by a recombinant DNA molecule according to claims 4 or 5 which includes a DNA 
fragment according to claim 1. 

9. Polypeptide according to claims 7 and 8. including the amino acid sequences 

12 
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IS and h-protein 

I SSTISTTPRAFDHTKQNQDWTQWNPSHSN 
PEVLLQTTTRMTDVDRNGTTAYEGNWNPEA 
HPPLIHHEHHEEEETPHSTSTIQATPSSTT 
EETATQKEQWFGNRWHEGYRQTPREDSHST 
TGTAAASAHTSHPMQGRTTPSPEDSSWTDF 
FNPI SHPMGRGHQAGRR 

and their allele variations and glycosylation products. 

10. Poly- and monovalent antibodies which react with an epitope of a polypeptide according to claims 7 to 9. 

11. Use of a DNA fragment according to claim 1, its complementary strands.derivatives and parts thereof 
for the identification, production or isolation of a nucleotide sequence or parts thereof which code for a 
part of a surface glycoprotein of metastasing tumour cells. 

12. Use of an antibody according to claim 10 for the identification, production or isolation of a polypeptide 
according to claims 7 to 9. 

1 3. Agent for the diagnosis of metastasing tumours and/or metastases which contain at least one antibody 
according to claim 10. 

40 14. Agent according to claim 12, characterised in that the antibody is coupled with an enzyme, lat>elled with 
a coloured material and/or with a radioisotope. 

15. Antibody against proteins according to claim 7 produced with the use of DNA according to claim 1 or pro- 
teins according to claim 7. 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



16. Use of antibodies and proteins or parts thereof according to claims 15 and 7 for the production of med- 
icaments which are used tn tumour therapy. 

17. Use of antibodies according to claim 15 which are coupled with cytotoxic agents forthe production of med- 
icaments for tumour therapy. 



Revendications 

1. Fragment d'ADN, qui code pour une partie d'une prot6ine superf icielle de cellules tumorales generatrices 
de metastases, ce fragment d'ADN 6tant choisi parmi 
a) les sequences nucieotidiques 
...rMeta-1... 
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b) des sequences nucl^otidiques, qui sont d6g6n6r6es par rapport aux sequences d'ADN cities sous 
a) et/ou repr^sentent des variantes alleles. 

2. Fragments d'ADN suivantia revendication 1. caract6ris6s en ce qu'ils comportentdes sequences nud6o- 
tidiques qui s'hybrident avec une des sequences nucl6otidiques cit6es dans la revendication 1 a) et qui 
cedent pour une glycoprot^ine superf Icielle complete de cellules tumorales gdndratrices de metastases. 

3. Fragment d'ADN suivant la revendication 2, caract6ris6 en ce qu'il s'hybride avec une des sequences nu- 
cl^otidiques cities dans la revendication 1 qui pr6sente au moins 85 % d'homotogie pour le partenaire 
r6actionnel. 

4. Molecule d'ADN recomblne, constitute d'une sequence nucltotldlque vectorlelle et d'un fragment d'ADN 
suivant Tune des revendi cat ions 1, 2 et 3. 

5. Molecule d'ADN recombinant suivant la revendication 4. caracttriste en ce qu'elle est un vecteur d'ex- 
pression. 

6. Cellule hote transformer qui contient un fragment d'ADN suivant Tune des revendications 1,2 et 3. ou 
une molecule d'ADN recombint selon I'une des revendications 4 et 5. 

7. Polypeptide qui est cod6 par un fragment d'ADN suivant la revendication 1. 

8. Polypeptide, pr6parable par une molecule d'ADN recombinant suivant I'une des revendications 4 et 5. 
qui comporte un fragment d'ADN suivant la revendication 1. 
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9. Polypeptide suivant Tune des revendications 7 et 8. comportant les sequences d'aminoacides 
...r-prot6ine... 
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et leurs variantes alleles et produits de glycosylation. 

30 10. Anticorps polyvalents et monovalents qui r6agissent avec un 6pitope d'un polypeptide suivant I'une des 

revendications 7^9. 

11. Utilisation d'un fragment d'ADN suivant la revendicatlon 1, de ses brins compl^mentaires, de d^rlv^s et 
de parties de celul-ci, pour 1' identification, la preparation ou t'isolement d'une sequence nucldotidlque 
ou de parties de celle-ci qui codent pour une partie d'une glycoprotdine superf icielle de cellules tumorales 
generatrices de metastases. 

12. Utilisation d'un anticorps suivant la revendication 10 pour ridentificatlon, la preparation ou I'isolement 
d'un polypeptide suivant I'une des revendicatlon 7 d 9. 

^ 13. Produit de diagnostic de tumeurs generatrices de metastases et/ou de metastases, qui comporte au 
moins un anticorps suivant la revendication 10. 

14. Produit suivant la revendication 13, caracterise en ce que I'anticorps couple d une enzyme est marque 
par un colorant et/ou un radio-isotope. 

45 

15. Anticorps contre des proteines suivant la revendication 7, prepares par I'utilisation d'ADN suivant la re- 
vendication 1 ou de proteines suivant la revendication 7. 

16. Utilisation d'anticorps et de proteines ou de parties de celles-ci suivant les revendications 15 et 7, pour 
50 la preparation de medicaments qui sont utilises dans la therapie des tumeurs. 

17. Utilisation des anticorps suivant la revendication 15, qui sont couples d des agents cytotoxiques. pour 
la fabrication de medicaments destines k la therapie des tumeurs. 



55 
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